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@) Complexes hepariniques marques au moyen de radio-elements de vie courte emetteurs de radiations non ioni- 
santes, leur precede d'obtention, les produits intermediafres et application de ces complexes. 



(57) Les produits industrieis nouveaux de (Invention, applica- 
ble^ dans les domaines de la biochimie, de la biologie et de la 
medecine, sont des complexes hepariniques comprenant au 
moins une motecule dfieparine comportant au moins un atome 
de radio-element' de vie courte emetteur de radiations non 
ionisantes tets que Tc 99 m ou 1 123. 

Leur proced6 d'obtention consiste a associer a une solution 
de base dTieparine tamponnee a pH 6 un agent susceptible de 
reagir avec le radio-element pour former un nouveau complexe 
4< heparinique (d§riv6 stanneux ou association avec du chlorogly- 
~ coluril) et a fixer ledit radio- ferment par reaction avec ledit 
I complexe. 
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1 . 

La pr6sente invention concerne de nouveaux 
complexes derives de I'Heparine dits ci-aprfes complexes 
marquds comprenant au mo ins un a tome de radio- Element de 
vie courte dmetteur de radiations non ionisantes, ces 
5 complexes demeurant stables sans modification des proprieties 
du d£riv£ h^parinique utilise au depart comme substrat. 

L' invention concerne 6galement l'obtention de 
ces nouveaux complexes ainsi que leuts applications dans les 

10 domainesde la biochimie, de la biologie et de la m£decine, 
applications au cours desquelles on recherche le devenir de 
l'H£parine ou de ses d£riv£s dans les organismes vivants, 
dans le but d'^tablir un diagnostic de 1' existence ou du 
risque de thromboses, un pronostic de l'affection ou dans 

15 le but de determiner 1 'ef ficacite, l'opportunit£ et/ou la 
dur£e d'un traitement anti-coagulant: 

L ' invention couvre dgaleraent les produits 
interm^diaires , h titre de produits industriels nouveaux 
20 servant h l'obtention des complexes marques finals. 

II est bien connu que la m£thode pr£f6r£e, 
pour suivre le devenir dans un organisme vivant d'un principe 
actif m£dicamenteux, consiste h adjoindre ou & fixer sur 

25 ledit principe actif m^dicamenteux un radi.o-£l£ment convena- 
blement choisi et que 1'on qualifie de traceur ou de marqueur 
en raison de la possibility qu'il off re de pouvoir §tre 
detects et par consequent de pouvoir suivre le cheminement, au cours 
de son metabolisme, du principe actif auquel il est associ£ 

30 par des moyens ex t ernes, 

Dans le cas particulier de l'H£parine, on sait 
que l'on rencontre des difficulty en ce sens que les 
techniques connues pour lui adjoindre un radio-£l£ment 
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2. 

denaturent la piupart du temps la molecule de base choisie 
et par consequent rendent impossible la realisation 
d" experiences ou d'essais fiables et reproductibles. 
Par ailleurs, la substitution sur la molecule de base 
5 d'atomes "froids" par des atomes radio-actifs en general 

de vie longue, ne donne que des renseignements fragmentaires 
et peu fiables, la difficult^ rdsidant, d'une part, dans le fait de ne 
pouvoir s 1 assurer si l'on suit le dhendnement de la molecule 
originale ou celui de son produit de degradation et, d' autre 
10 part, dans le fait de l'impossibilite legale devant laquelle 
on peut se trouver dans differents pays d'utiliser de telles 
preparations chez l'homme. 

Compte tenu de 1' importance des traitements 
15 anti-coagulants & titre preventif ou curatif dans les 

diverses specialites medicales, chirurgicales et obstetricales, 
de la lourdeur de la methode de contrdle, du nombre important 
de complications secondaires et de 1' apparition d'une 
pathologie iatrog&ne specif ique, le besoin se fait sentir 
20 de pouvoir disposer d'une methode d'essai permettant, par la 
realisation d'un examen simple et fiable tout en menageant 
le confort du patient, d'evaluer les risques ou 1' existence 
de thromboses ou de decider 1' institution, la poursuite ou 
l'arr&t d'un traitement anti-coagulant. 

25 

La demanderesse a par consequent trouve un 
moyen d' investigation de diagnostic ou de pronostic grace 
& un nouveau complexe heparinique stable et fiable comprenant 
dans sa molecule au moins un atome d'un radio-eiement & vie 
2Q courte emetteur de radiations non ionisantes. 

En particulier, 1' invention couvre un tel 
complexe heparinique marque par du Technetium 99m ou par de 
1'iode 123. 

35 L 1 invention couvre egalement comme indique 
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3. 

ci-dessus,le procdd^pour I'obtention de tels complexes 
h£pariniques ainsi que, a titre de produits industriels 
nouveaux, les d£riv£s intermgdiaires entrant dans la raise 
en oeuvre de ce proc£d<$. 

5 

Ces d£riv£s intermddiaires sont caract£ris£s 
par le fait qu'ils consistent en au moins un ddriv£ h«5parinique 
de base associg ou combind h un agent choisi pour agir sur le 
radio-<Sldment et pour favoriser sa fixation sur la molecule 
d'hgparine. 

Selon une premifere variante, le d6riv£ 
hdparinique de base comprend au moins un dSrivd stanneux 
de 1' Sparine, 

Suivant tine autre variante, ce derive 
heparinique de base est associd & un produit susceptible 
de libdrer l'ion I~ des solutions d'iodures de sodium ou de 
potassium du commerce et de permettre sa fixation immediate 
sur la molecule d'Hdparine. 

La description qui va suivre, donn^e k titre 
explicatif et nullement liraitatif , fera mieux comprendre la 
portda et l'intSrgt de 1' invention. 

Les complexes h£pariniques marques selon 
l 1 invention sont essentiellement ceux dont la structure de 
base est celle de l'H^parine ou d*un de ses d^rivds dont la 
formuie est bien connue et qui n'est pas h reproduire ici, 
formule de base sur laquelle est fixe au moins un atome d'un 
radio-£l£ment & vie courte £metteur de radiations non 
ionisantes comme le Technetium 99m ou l'iode 123. 

Bien entendu, l'homme de l'art peut faire 
appel k d'autres isotopes de m&nes propri£t£s bien que le 
Technetium 99m et l'iode 123 soient pr<5f£r£s parmi les radio- 



4. 
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elements dtant donn£ que ceux-ci sont f acilement mis k la 
disposition de tous les services de raddecine nucieaire. 

Le pxoc6d6 permettant l'ob tent ion de ces 
5 complexes consiste k rgaliser une solution de base d'Hgparine 
purif iee (on d'un derive d'H^parine) taitponnfe phosphatfe ajustfe k 
pH 6 et k se servir de cette solution de base pour fixer 
1' Pigment radio-actif d£sir£ en associant ladite Hgpd&ine 
(ou son derive) k 1 'agent susceptible de rSagir avec ledit * 
10 element radio-actif. 

Selon un mode de realisation avantageux 

pour fixer le Technetium 99m, le procfide consiste' £ faire 

r6agir ladite solution de base avec du chlorure stanneux pour 

15 obtenir, k titre de produit. nouveau servant d • intermediate , 

le derive stanneux heparinique, lequel derive sera susceptible 

de rdagir f acilement avec I'ion pertechnetate Tc0 4 ~ pour 

donner le derive correspondant heparinique sur lequel sera 

fixe l'ion rdduit TC. + . 

4 

20 

De fagon plus particuli&re, pour la mise en 
oeuvre de ce mode de realisation, on ajoute goutte & goutte 
sous agitation magnetique constante et barbotage d 1 azote, 
du chlorure stanneux: :dissous dans 1'acide chlorhydrique 0,1 N 

25 (le temps de reaction est de quinze minutes), puis on complete 
le volume & un litre & I'aide d'eau distiliee d£gaz6e, le pH 
etant rdguliferement corrige pour maintien k 6, & l'aide d'une 
solution de soude d£ci-normale. La solution finale est 
rdpartie en flacons, tou jours sous atmosphere inerte, puis 

30 lyophilisde. La reaction avec l'ion pertechnetate se fait 
alors de la fagon suivante : 

\ 
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a) Maillon de base hgparinique a activity biologique 

(origine : muqueuse de parcj r 

COOM* 

r oso; 



— o 




b) Reaction conduisant au ccnplexe H^parine -99nflfc 
10 Et ape 1 
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6. 

Suivant una autre variante, pour fixer 
l'iode radio-actif , on associe ladite Sparine de base & un 
agent susceptible de libSrer l'ion i" des solutions 
d'iodures de sodium ou de potassium du commerce- 

De facon avantageuse, ledit agent consiste 
en un milieu comprenant un compost h base de chloroglycoluril 
disponible actuellement dans le commerce, 

De facon plus particulifcre, ledit milieu 
consiste en billes de verre supportant ledit compost 
chloroglycoluril . 

De facon encore plus particulifere, on 
precede de la facon suivante : 

La solution tamponn£e est compl£t6e ci un 
litre, le pH a juste St 6. La repartition et la lyophilisation 
sont pratiqu^es immediatement. En fin de lyophilisation et 
avant bouchage, on. introduit dans le flacon une "bille 
r6active M , prepare suivant la methode dScrite ci-aprfes, 
k partir de chloroglycoluril, destin£e & libfirer l'ion I~ 
des solutions d'iodure de sodium du commerce et permettre 
sa fixation immediate sur la molecule d 1 Sparine. 

Le chloroglycoluril etant insoluble en 
phase aqueuse, mais instable, est difficile h s^parer de 
la preparation finale done g§nant pour les utilisations 
ulterieures. 

Ladite mfithode consiste done & preparer 
des billes de verre de petit diamfctre et dont la surface 
a ete pr^alablement attagude par hydrolyse.Le chloroglycoluril 
est dissous dans du chloroforme en proportions convenables. 
TMn*>g et solution reactive sent ensuite placfes dans un evaporateur 
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7. 



rotatif et soumises h un vide poussd, puis chauffdes h 110°C 
pendant deux heures. 

Chacune des billes est ensuite placde dans 
le flacon de lyophilisat, puis le bbuchage est ef f ectu£ . sous 
atmosphere inerte. 

La fixation de I'icde se fait alors de la 

fagon suivante : 

/v ■ ... . i -v 



mail Ion de 
base 



maillon de 



x 



On comprendra aisement que les roarquages 
isotopiques qui viennent d'etre d^crits peuvent @tre faits 
extemporanement par adjonction des solutions radio-actives., 
Technetium ou Radioiode, respectivement dans le flacon de . 
preparation adequate. Une br&ve agitation au vort'tex suivie d'un 
temps d v incubation de quinze minutes h temperature ambiante 
suffisent & assurer un renderaent de marquage superieur h 95 %, 
v^rifie par radiochroma tographie . 

La toxicity des preparations avant marquage 
est nulle aux doses utilises. La preparation de "billes 
reactives" dans le cas du marquage par radioiode, evite la 
dispersion <Su chloroglycoluril insoluble dans les preparations ; des 
agitations prolongees n'ont pas permis.de raettre en evidence 
une quelconque migration du reactif adsorbe. 

II est precise qu' avant le stade de 
lyophilisation, tous -les composes ont subi une sterilisation 
prealable par microf iltration. 



Le devenir des preparations marquees a 
ensuite ete teste chez 1' animal (rat - chien) et permettait 
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de dire que les molecules marquees se comportaient de fagon 
comparable h celle de 1» Sparine therapeutique , les tests 
biologiques classiques d'activite de l'Hdparine etant appli- 
cables aux composes marques. 

Des etudes plus poussees ont alors ete 
entreprises s.ur des cultures cellulaires et en particulier des 
cultures d' endothelium vasculaire d'origine humaine suivant 
le proc6d6 deer it par Jaffe et Coll. Aucuhe difference^ 1 * 
pu Stre constatSe dans le comportement des cellules cultivfies 
vis-^-vis des divers types d f Sparine, marquees ou froides, 
prouvant bien que les proc^d6s mis en oeuvre dans la technique 
decrite ne modifiaient pas les devenirs m€taboliques» 

Dhs lors, des essais ont ete pratiques chez 
l'honune : la biodistribution des complexes marques restait 
constante chez des sujets presumes indemnes de toute pathologie 
vasculaire ou de la erase sanguine. La mesure de la demi-vie 
plasmatique des complexes marques permettait cependant de mettre 
en Evidence la difference entre sujets normaux et pathologiques 
(mesure par comptages sur preifevements x6p&t6s de quinze 
minutes en quinze minutes pendant deux heures) • Chez les 
sujets normaux, la demi-vie est de T 1/2 = 180 + 30 minutes, 

II en r^sulte que, devaient §tre considers 
comme suspects, des sujets & T 1/2 situe entre -1 et -2 
hearts typeset, franchement pathologiques, des sujets k 
T 1/2 abaisse de plus de deux ecarts types Par contre, un 
allongement de T 1/2 de plus de deux hearts types traduirait 
une surcharge en traitement heparinique. 

Une etude statistique a permis de conf irmer 
la valeur de ces donn^es. ( 

Par ailleurs, en matifere de traitement 
anti-coagulant, <sur des sujets & haut risque, une etude de 
200 cas complfetement documentes, prenant comme critfere la 
normalisation de T 1/2 pour arrSt du traitement, confirme 
la fiabilite du test de consommation d'Heparine puisqu'aucune 
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9. 

rechute ou complication secondaire n'a 6t6 observ^e. 

II va de soi que la pr£sente invention 
n'a 6t6 diScrite qu'& titre purement explicatif ef nulleraent 
limitatif et que toutes modifications utiles pourront y §tre 
apport£es sans sortir de son cadre. 
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10. 

REVENPICATIONS 

1. A titre de produits industriels'nouveaux, des 
complexes hepariniques caracterises par le fait qu'ils 
comprennent au moins une molecule d'H^parine de base 

5 coraportant au moins un atome de radio-eiement de vie courte 
dmetteur de radiations non ionisantes et qu'ils sont stables. 

2 . Complexes hepariniques selon la revendication 1 , 
caracterises par le fait que le radio-eiement est le 
Technetium 99m ou l'iode 123. 

10 

3. Procddfi d'obtention des complexes selon la 
revendication 1 ou 2, caract£ris4 par le fait qu f il consiste 
& r^aliser une solution de base d'Hdparine (ou d'un derive 
d'H^parine) tamponnde ph6sphatee ajustee h pH 6, £ lui 

15 associer un agent susceptible de reagir avec 1' element radio- 
actif choisi de manifere & former en tant qu 1 intermediate 
un nouveau complexe h£parinique et & fixer ce radio-eiement 
par reaction avec ledit nouveau complexe. 

4. Nouveau complexe h£parinique destine & @tre 

20 utilise dans le stade final du procede selon la revendication 
3, caracterise par le fait que c'est un derive stanneux 
hdparinique. 

5. Nouveau complexe h^parinique destine & §tre 
utilise dans le stade final du procede selon la revendication 

25 3, caracterise par le fait que c'est une composition resultant 
de 1 'association de la solution de base d'heparine avec un 
compose du type chloroglycoluril. 

6. Application des complexes hepariniques selon la 
revendication 1 ou 2 dans les domaines de la biochimie, de la 

30 biologie et de la medecine pour la recherche du devenir de 
l'Heparine dans les organismes vivants. 
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Abstract of FR2554348 

The novel industrial products of the invention, which can be used in the fields of biochemistry, biology 
and medicine, are heparin complexes comprising at least one heparin molecule containing at least one 
nonionising radiation-emitting radioelement atom with a short life, such as Tc 99m or 1 123. The 
method for producing them consists in combining with a basal solution of heparin, buffered to pH 6, an 
agent capable of reacting with the radioelement to form a new heparin complex (stannous derivative or 
combination with chloroglycoluril) and in fixing the said radioelement by reaction with the said complex. 
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